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COMMUNICATIONS 
Technique sensible de détection 
de la toxine botulique C .dans l'eau 
par L. PwouRY et C. CHABASSOL 
Le botulisme d'origine hydrique est relativement fréquent chez 
les animaux. La contamination peut se réaliser par ingestion d'eau 
contenant des bacilles botuliques, généralement sous la forme spo­
rulée, qui produisent la toxine dans l'organisme ; il s'agit alors d'une 
toxi-infection. Dans certains cas, c'est la toxine elle-même qui est 
absorbée directement avec l'eau ; elle provoque une intoxination 
vraie. Cette toxine est élaborée dans l'eau par les bacilles botuli­
ques qui s'y trouvent, ou encore elle y est introduite intentionnel­
lement, dans le cas d'une agression biologique. 
La mise en évidence d'une toxine botulique dans l'eau, qui peut 
être complétée par la recherche simultanée du bacille, présente 
donc un intérêt certain dans le domaine de la pathologie et dans le 
cadre de la défense contre une agression biologique. 
La détection de la toxine se fait par les méthodes classiques 
adaptées au milieu liquide, qui peuvent se diviser en deux groupes, 
suivant les renseignements qu'elles fournissent : 
a) Les méthodes sérologiques, telles l'hémagglutination indirecte, 
la précipitation, la fixation du complément et l'immuno-fluores­
cence. 
Elles expriment la résultante des interactions complexes entre 
les divers antigènes du bacille botulique et les anticorps correspon­
dants. La toxine ne représentant qu'une partie de ces antigènes, les 
méthodes sérologiques ne mesurent donc pas son pouvoir patho­
gène et peuvent seulement orienter le diagnostic. 
En outre, les réactions sérologiques, qui ne sont ni spécifiques, 
ni fidèles, sont peu sensibles, puisqu'un résultat positif nécessite 
généralement la présence d'une à plusieurs milliers de doses létha­
les souris par ml d'eau. 
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b) Les méthodes qui évaluent directement le pouvoir pathogène 
de la toxine botulique. 
Seule, la méthode expérimentale, qui consiste à inoculer un échan­
tillon de l'eau suspecte à un animal réceptif, comme la souris, est 
spécifique et fidèle. Elle est au surplus indispensable pour certifier 
la présence d'une toxine botulique et en préciser le type. 
Malheureusement, cette méthode est assez souvent mise en échec, 
en raison de sa sensibilité insuffisante, c'est-à-dire qu'une toxine 
botulique peut ne pas être décelée dans une eau capable de 
provoquer des troubles graves et même la mort. Cette éventualité 
est d'autant plus plausible qu'il est prouvé que l'administration 
répétée de faibles doses de toxine botulique peut déterminer un 
botulisme mortel. 
C'est donc fort légitimement que la mise au point de techniques 
sensibles et efficaces de détection des toxines botuliques a retenu. 
l'attention de nombreux chercheurs. 
La sensibilité de la méthode expérimentale, en ce qui concerne 
l'eau, est conditionnée par le volume maximum que l'on peut injec­
ter sans danger à la souris. Après de nombreux essais, nous avons 
établi que cette quantité est pratiquement de 2 ml. L'inoculation 
directe à la souris ne permet donc pas de déceler moins de 1/2 DM m 
souris par ml d'eau. 
Expérimentant avec une toxine botuliquè de type C, nous avons 
mis au point une technique de concentration par lyophilisation 
de cette toxine en solution dans l'eau et étudié les conditions 
optima de sa détection par injection à la souris. 
A partir d'une toxine C sèche, nous avons préparé une solution 
mère à 1/10 dans un milieu peptoné tamponné. Son titre, calculé 
par la méthode de REED etMuENCH est de10 5'5 DL50 souris par ml. 
LaDL50 est de 0,31 ml et la DL 100 de 0,5 ml d'une solution à10-5• 
Cette solution mère conserve son activité plus d'un an à + 4°. 
TECHNIQUE DE CONCENTRATION PAR LYOPHILISATION 
En vue d'éviter l'altération de la toxine, toutes les opérations 
doivent être effectuées le plus rapidement possible. 
Le prélèvement d'eau doit être de 2,5 1, de façon à permettre à 
la fois la simple détection de la toxine et la toxinotypie. Il est expé­
dié en boîte isotherme avec glace. 
Dès l'arrivée de l'échantillon au laboratoire, on filtre d'abord sur 
papier Chardin, puis, si l'eau est polluée, sur filtre Millipore de 0,8 µ, 
type AA, afin d'éliminer les particules et les microorganismes. Le 
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filtrat est placé immédiatement à une température de + 2° à + 4°, 
en vue de conserver l'intégrité de la toxine pendant l'examen. 
L'appareil utilisé pour la lyophilisation est le micro-sublimateur 
Usifroid, type MS 104, procédé Rieutord, équipé pour lyophiliser 
100 ampoules. 
On opère d'abord sur un échantillon de 500 ml d'eau. On ajoute 
2 p. 100 de sérum décomplémenté de cheval ou de Dextran et l'on 
répartit dans 100 ampoules de 20 ml, à raison de 5 ml par ampoule. 
Chaque ampoule est ensuite congelée à - 70° au moyen du congé­
lateur centrifuge Usifroid et adaptée sur l'appareil à lyophiliser. 
La lyophilisation est réalisée en 3 heures. 
Après lyophilisation, les ampoules sont remplies d'azote gazeux 
exempt d'humidité, retirées de l'appareil et groupées en 5 lots de 
20 ampoules. Le contenu de chaque lot est remis en suspension dans 
un volume total de 2 ml d'eau distillée additionnés de 1.000 unités 
de pénicilline et de 5 mg de streptomycine. On obtient donc, par lot, 
sous un volume d'environ 2 ml, la toxine contenue initialement 
dans 100 ml. 
Après de nombreux essais sur des échantillons de 100 ml d'eau 
contenant 100, 50, 20, 10, 5, 2 et 1 D M m souris, nous avons pu 
constater que la toxine se conserve à peu près intégralement au 
cours des diverses manipulations. Il suffit, en effet, de 1,2 D M m 
souris par 100 ml pour obtenir régulièrement 100 p. 100 de morta­
lité chez la souris. La perte réelle de toxine est donc inférieure à 
20 p. 100. Avec une seule DM m souris dans 100 ml d'eau, on obtient 
en moyenne 40 p. 100 de mortalité, les autres sujets présentant des 
signes pathognomoniques d 'intoxination botulique. 
Dès leur préparation, les suspensions concentrées d'eau lyophi­
lisée sont inoculées à des souris suivant des modalités variables 
avec l'objectif poursuivi. 
Si l'on recherche seulement la présence de la toxine botulique, par 
exemple en cas de contrôle de salubrité de l'eau, on inocule 3 sou­
ris par voie-péritonéale, chacune d'elle recevant 2 ml de suspension 
préparée précédemment et correspondant à 100 ml d'eau. 
Si l'on désire au surplus titrer approximativement la toxine, on 
réunit la suspension des 2 derniers lots d'ampoules dans un seul 
tube et l'on prépare une série de dilutions, par exemple de 1/2 à 
1/1.000. En disposant un volume de 4 ml par dilution, on peut ino­
culer 2 ml de chaque dilution à 2 souris. 
Les souris inoculées sont mises en observation pendant 4 jours, 
la mortalité apparaissant la plupart du temps en 24 à 48 heures. Si 
aucune des souris ne succombe pendant ce délai ou ne présente de 
signes d'intoxination botulique, on peut conclure que l'eau contient 
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moins de 1 à 1,2 D M m souris par 100 ml, soit moins de 1/100 à 
1,2 /100 D M m souris par ml. Si certains lots de souris succombent, 
la quantité de toxine présente dans 100 ml d'eau est évaluée d'après 
la dernière dilution mortelle. 
Si les inoculations sont positives, on peut ensuite réaliser la toxi­
notypie par la méthode habituelle, en tenant compte des indications 
du titrage. On lyophilise la quantité d'eau nécessaire pour inoculer 
5 lots de 3 souris, soit un lot pour chacun des 5 types de toxines 
connus. Il y a intérêt à pratiquer d'emblée la toxinotypie en cas de 
présomption clinique de botulisme, de façon à instituer sans retard 
une prophylaxie et une thérapeutique spécifiques. On opère sur 
un échantillon de 1,5 1 d'eau permettant d'identifier la quantité 
minimum décelable de toxine. 
En conclusion, la technique de détection de la toxine botulique C 
dans l'eau par lyophilisation et inoculation à la souris, aisément' 
réalisable dans tout laboratoire disposant d'un appareil à lyophi­
liser, offre l'avantage considérable d'une sensibilité de 40 ·à 50 fois 
plus élevée que celle de la technique directe. Elle permet, en effet, 
de mettre en évidence jusqu'à 1,2/100 et même 1/100 D M m sou­
ris par ml d'eau, soit 12 à 10 D M m souris par 1, tandis que la tech­
nique directe exige 1/2 DM m souris par ml d'eau, soit 500 D Mm 
par l. Cette sensibilité garantit la détection dans l'eau de doses de 
50 à 100 fois au moins inférieures aux doses minima nécessaires 
pour provoquer une intoxination d'origine hydrique chez l'homme 
et les animaux. 
La concentration de la toxine par lyophilisation peut être asso­
ciée aux méthodes sérologiques, dont elle accroit la sensibilité dans 
les mêmes proportions que pour la méthode expérimentale. 
On peut enfin envisager d'étendre l'application de la technique 
que nous proposons à la détection des différents types de toxine 
botulique dans l'eau et dans les produits alimentaires, ainsi que dans 
les organes de sujets ayant succombé au botulisme. 
Laboratoire de Recherches Vétérinaires de l'Armée, ALFORT. 
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